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Oligonukleotidisynteesi on syklinen prosessi, jossa 5'-hydroksyylin suojaryhmän irrotus toistuu useasti. 
Jotta virheellisten sekvenssien määrä saadaan pidettyä mahdollisimman pienenä, täytyy 
5'-suojaryhmän valinta tehdä huolella. Suojaryhmän valintaan vaikuttavat muiden funktionaalisuuksien 
suojaukset, koska suojaryhmä on hyvä saada irrotettua selektiivisesti. Lisäksi jotkin irrotusolosuhteet 
aiheuttavat ongelmia, kuten depurinaatiota.Tätä varten on kehitetty suojaryhmiä, jotka irtoavat eri 
olosuhteissa. Suojaryhmiä on kehitetty myös erityistarkotuksiin, kuten helpottamaan kytkentäreaktion 
seuraamista värin avulla, helpottamaan puhdistusta tai käytettäviksi massaleimoina. 
 
Kirjallisuusosiossa käsitellään eri tyyppisiä suojaryhmiä jaoteltuina rakenteensa mukaan. Yksi 
suosituimmista rakenteista on trityylieetteri, josta on valmistettu happo-, emäs- ja  fotolabiileja 
johdoksia sekä erityistarkoituksiin soveltuvia rakenteita. Muita suojaustyyppejä ovat esteri-, asetaali-, 
karbonaattiesteri-, silyylieetteri- ja sulfonyyliesterirakenteet. Kokeellisessa osiossa on tarkasteltu 
5'-suojaryhmiä, kuten asetyyli, bentsoyyli- ja MIP-suojausta, 5-hydroksimetyylisytidiinin synteesissä. 
oligonukleotidisynteesi, hydroksyylisuojaus
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Synteettisisiä deoksiribo- tai ribo-oligonukleotideja tarvitaan monenlaisiin tarkoituksiin 
biokemiallisiin, kemiallisiin ja lääketieteellisiin tutkimuksiin liittyen. Synteettisen 
materiaalin määrään liittyvät vaatimukset vaihtelevat suuresti erittäin pienistä mikrosirulla 
hybrdisaatiotesteihin valmistettavista määristä aina kilogrammaskaalaan lääketieteellisissä 
tuotantotarkoituksissa. Tämä vaikuttaa myös soveltuvien synteesikemiallisten menetelmien 
valintaan. Joka tapauksessa oligonukleotidisynteesi on syklinen prosessi, jossa toistetaan 
tiettyjä vaiheita useasti. Yleensä pienen tai keskisuuren skaalan synteeseissä 3’→5’ -
suunnassa kasvatettava ketju on sidottu kiintokantajaan, jolloin synteesisykli koostuu 5’-
hydroksyylisuojaryhmän poistosta, kytkentäreaktiosta, mahdollisesta reagoimatta jääneiden 
5'-hydroksifunktioaalisuuksien deaktivoinnista ja hapetusvaiheesta.  
Yksi keskeisistä synteesivaiheista on siis 5'-hydroksyylin suojaryhmän poisto. Se toistuu 
synteesin aikana useasti, joten ongelmat kyseisessä vaiheessa kumuloituvat helposti ja 
johtavat saannon heikkenemiseen. Kyseiseltä suojaukselta vaaditaan selektiivisiä 
irrotusolosuhteita, jotta muut suojaukset, kuten 3’-O-suojaus tai emäsosan N-suojaukset 
eivät irtoa käsittelyssä. Irrotusolosuhteet eivät myöskään saa hajottaa yhdistettä, erityisesti 
sen herkkiä emäsosia. 
Suojaryhmät voidaan jakaa poistotapansa mukaan ortogonaalisiin ryhmiin, kuten 
happolabiileihin, emäslabiileihin, fotolabiileihin, termolabiileihin ja F--labiileihin 
suojauksiin. Ortogonaalisia sarjoja voidaan hyödyntää valittaessa suojaryhmiä eri 
funktionaalisuuksille. Pysyväksi ryhmäksi voidaan valita suojaryhmä yhdestä 
ortogonaalisesta ryhmästä ja toistuvasti irrotettava suojaus toisesta ryhmästä. Tämä on 
tärkeää erityisesti RNA-synteesissä, jossa myös 2’-hydroksyyli vaatii pysyvän suojauksen. 
Jotta voidaan välttyä ketjun katkeamiselta, on suositeltavaa, että emäs- ja fosfaattiosien 
suojaryhmät voidaan irrottaa erillisellä käsittelyllä, ja 2’-suojaus vasta tämän jälkeen.  
Erilaisista tarpeista johtuen on kehitetty useita suojaryhmiä. Jotkin suojaryhmistä, kuten 
trityylit, ovat osoittautuneet hyvin soveltuviksi ja säilyttäneet suosionsa. Niillä on kuitenkin 
joitakin ongelmakohtia, kuten toistuvien happokäsittelyjen aiheuttama depurinaatio ja 2’-O-
suojauksen pysyvyysongelmat. Korvaajiksi on esitetty mm. emäslabiileja 
karbonaattiestereitä (Kappale 5). Suojauksen poistoon on kehitetty myös uusia menetelmiä 
neutraaleissa oloissa, kuten irrotus fluoridi-ioneilla, fotolyyttisesti tai termolyyttisesti. 
5 
 
Erityistarkoituksiin, kuten helpottamaan kytkentäreaktion seuraamista värin avulla, 
helpottamaan puhdistusta tai käytettäviksi massaleimoina, on kehitetty suojaryhmiä. 
Värikoodattujen nukleosidien happokäsittelyllä muodostuvat kationit absorboivat valoa eri 
aallonpituuksilla, ja kun jokaista emästä vastaa eri väri, voidaan seurata 
nukleosidimonomeerien additiota. Puhdistusta voidaan helpottaa liittämällä 
oligonukleotidiketjun päähän monomeeri, jonka suojaryhmä vuorovaikuttaa 
puhdistusmateriaalin kanssa. Vuorovaikutukset ovat useimmiten lipofiilisiä, mutta ne voivat 
olla myös esimerkiksi voimakkaampia fluori-fluori-vuorovaikutuksia. Puhdistusta voidaan 
helpottaa myös saostamalla tuote pienestä liuostilavuudesta selektiivisesti, jolloin tuotteen 
ja jätemateriaalin suhdetta saadaan pienennettyä. Saostus voidaan saada aikaan liittämällä 
suojaryhmään funktionaalisuus, josta se voidaan helposti sitoa esimerkiksi silikapartikkeliin,  





Trifenyylimetyyli- eli trityylieetterit ovat oligonukleotidisynteesissä yleisesti käytettyjä 
suojaryhmiä. Eetterisidos muodostetaan tavallisesti käyttäen trityyliklorideja, jotka 
reagoivat selektiivisesti primääristen hydroksyyliryhmien, kuten nukleosidien 5’-
hydroksyylin, kanssa. Suojaus poistuu happokäsittelyllä, ja ryhmän stabiilisuutta voidaan 
muokata lisäämällä yhteen tai useampaan trityylin fenyyliryhmistä elektroneja puoleensa 
vetäviä (EWG) tai elektroneja luovuttavia (ED) ryhmiä. ED-ryhmät stabiloivat 
happokäsittelyssä muodostuvaa karbokationia, joten suojaus on helpommin irrotettavissa.1 
Trityylisuojaryhmiä voidaan muokata myös siten, että muodostuva karbokationi on tietyn 
värinen2 tai fluoresoiva3. On myös mahdollista lisätä funktionaalisuuksia, jotka helpottavat 
irrotusta spesifisesti, helpottavat reaktion seuraamista värinsä tai fluoresoivien 
ominaisuuksiensa ansiosta tai auttavat suojatun yhdisteen puhdistusta esimerkiksi HPLC-
kromatografiassa. 
 
Kuva 1. Trityyliryhmän irrotus ja muodostuva trityylikationi. 
Koska puriiniemäksiä sisältävät oligonukleotidit ovat jossain määrin labiileja happamissa 
liuoksissa, on kehitetty muita menetelmiä trityylieettereiden irrottamiseen, kuten poisto 
radikaalianioneja4,5 tai Lewisin happoja6,7 käyttäen ja fotolabiilien suojaryhmien irrotus 
säteilyn avulla. Jotkin menetelmät ovat jopa perinteistä happokäsittelyä nopeampia, 





2.1.1 Happolabiilit trityylijohdannaiset 
Ensimmäisiä ja yleisimmin käytössä olevia trityylijohdoksia ovat metoksijohdannaiset, 
kuten monometoksitrityyli (MMTr), dimetoksitrityyli (DMTr) ja trimetoksitrityyli (TMTr).1 
Kukin lisätty metoksiryhmä nopeuttaa noin kertaluokalla suojauksen irrotusta nukleosideista 
1a-c. MMTr on selektiivisin primääriseen hydroksyyliin, mutta vaatii myös voimakkaimmat 
irrotusolosuhteet. Tästä syystä DMTr on koettu parhaimmaksi sen sopivimman 
happostabiiliuden/-labiiliuden vuoksi.  
Muita trityylijohdoksia ovat mm. di(p-bentsyylioksifenyyli)fenyylitrityyli (DPTr)8, (p-
bromofenasyylioksifenyyli)difenyylimetyylitrityyli (BPTr)8, 
fluorenyylimetyloksikarbonyyli- (Fmoc-) ryhmän sisältävät trityylit9 sekä 3-
(imidatsolyylimetyyli)-4,4’-dimetoksitrityyli (IDTr)10. DPTr:ssa trityylin kahteen 
fenyyliryhmään on liitetty bentsyyliryhmä (ED), jotta suojaryhmän kokoa on saatu 
kasvatettua ja näin ollen selektiivisyyttä parannettua. Saanto ja tuotteen puhtaus käytettäessä 
DPTr-suojattua nukleosidia 1d (Kuva 3) ovatkin hieman paremmat kuin perinteistä DMTr-
suojausta käytettäessä.8 
BPTr voidaan irrottaa yhdisteestä 1e (Kuva 3) sellaisenaan käyttäen 40 % etikkahappoa ja 
sinkkiä, mutta suojaryhmän varsinainen hyöty saadaan, kun käytetään laimeampaa 
etikkahappoa. Tällöin välituotteessa suojaryhmäksi muodostuu sellaisenaan epästabiili ja 
suojaryhmäkäyttöön sopimaton p-hydroksitrityyli (p-HOTr), joka irtoaa helposti sen 
happamissa oloissa muodostuvan fuksonimuodon takia. BPTr:n detrityloinnissa irtoaa ensin 
p-bromiasetofenoni (1i), jonka jälkeen p-HOTr-suojattu nukleotidi 1j muodostaa 
fuksonimuodon (1k), ja samalla suojaus irtoaa (Kuva 2). Liitettynä p-





Kuva 2. BPTr-suojauksen kaksivaiheinen irrotus.  
Lisäämällä dimetoksitrityylin substituoimattomaan fenyyliin amino- tai hydroksiryhmä 
voidaan nopeuttaa suojaryhmän irrotusta.  Amino- tai hydroksiryhmään liitetty Fmoc- ryhmä 
(FmocO- tai FmocNH-) suojaa näitä ryhmiä ja parantaa suojaryhmän happostabiiliutta ollen 
kuitenkin helposti irrotettavissa β-eliminaatiolla. Aikaansaatu suojaryhmä voidaan irrottaa 
yhdisteistä 1f ja 1g (Kuva 3) miedoissa olosuhteissa käyttäen ensin DBU:a Fmoc-ryhmän β-
eliminaation indusointiin, minkä jälkeen nopea käsittely (n. 10 min) pyridiini-
muurahaishappo -seoksella (4:7) saa aikaan loppusuojaryhmän irtoamisen.9 
IDTr:ssa dimetoksitrityylin fenyyliin, jossa ei ole metoksiryhmää, on liitetty 
imidatsolyylimetyyliryhmä, joka katalysoi intramolekulaarisesti kytkentäreaktiota 
oligonukleotidisynteesin aikana. Koska suojaryhmässä on emäksinen imidatsoliryhmä, ei 
voida käyttää normaalia trtityylikloridityyppistä suojaryhmäreagenssia vaan on käytettävä 
IDTr:n bis-tetrafluoroboraattia. Nämä olosuhteet ovat kuitenkin suhteellisen happamat, joten 
irrotettaessa IDTr-suojausta nukleosidista 1h (Kuva 3) on havaittu depurinaatiota ja 
yhteensopimattomuutta joidenkin emässuojaryhmien kanssa.  
IDTr-suojattuja fosfodiesterimonomeereja on käytetty yhdessä 
isodureenidisulfonyylikloridiaktivaattorin kanssa sekä normaalin nona-DNA-fragmentin ja 
fosforotioaattidimeerin liuossynteeseissä. Kytkentäreaktion on havaittu nopeutuvan 





Kuva 3. Happolabiilieilla trityylijohdannaisilla suojattujen nukleosidien 1a-h rakenteet.   
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2.1.2 Emäslabiilit trityylijohdannaiset 
Emäslabiileissa trityylijohdannaisissa suojauksen irrotus tapahtuu kahdessa vaiheessa.  
Trityylijohdannainen on suojattu emäslabiililla ryhmällä, jolloin emäskäsittely saa aikaan 
epästabiilin hydroksitrityylin paljastumisen ja irtoamisen. 
4, 4’, 4’’-tris-(bentsoyloksi)trityylilla (TBTr) suojatussa nukleosidissa 2a fenyyleihin liitetyt 
bentsoyyliryhmät irtoavat emäksisissä oloissa laimealla natriumhydroksidilla (0,5 M) 
paljastaen helposti irtoavan trisoksidotrityylieetterijohdannaisen 2b (Kuva 4).11 
Trihydroksitrityylieetterivälivaihe havaitaan TLC:lla ainoastaan käytettäessä ammoniakin 
metanoliliuosta. TBTr on kuusi kertaa pysyvämpi 80 % etikkahappoliuoksessa kuin 
tavallinen trityylisuojaus. TBTr ei ole kuitenkaan yhteensopiva yleisesti käytettävien 
emäslabiilien nukleiinihappoemästen suojaryhmien kanssa. 
 
Kuva 4. TBTr:n irtoaminen trisoksidotrityylieetterivälivaiheen 2b kautta. 
Spesifisesti poistettavaksi suojaryhmäksi on kehitetty 4, 4’, 4’’-tris-(4,5-
diklooriftalidomido)trityyli (CPTr), jossa on kolme diklooriftaali-imidoyylisuojattua 
aminoryhmää.12,13 Ftaali-imidin poisto hydratsiinilla CPTr-suojatusta yhdisteestä 2c (Kuva 
5) vapauttaa trisaminotrityylieetterin, jolloin trityyli irtoaa helposti.12 Trityylityyppisen 
suojauksen etuna on se, että suojaus on mahdollista liittää selektiivisesti primääriseen 
hydroksyyliryhmään toisin kuin esimerkiksi levulinyyli, joka myös on selektiivisesti 
poistettavissa samanlaisella hydratsiinikäsittelyllä. Koska hydratsiini reagoi normaalisti 
myös pyrimidiiniemästen kanssa, täytyy hydratsiiniliuos puskuroida etikkahapolla.14  
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Vaihtoehtoisesti voidaan käyttää 4, 4’, 4’’-tris-(levulinyyloksi)trityylia (TLTr), jossa on 
levulinyylisuojatut p-hydroksyyliryhmät. Levulinyylisuojaus voidaan poistaa yhdisteestä 2d 
(Kuva 5) hydratsiinilla, jolloin 4, 4’, 4’’-tris-(hydroksi)trityyli irtoaa helposti. TLTr, kuten 
myös TBTr, on erittäin happostabiili, mikä mahdollistaa happolabiilien suojausten 
samanaikaisen selektiivisen käytön. Hydratsiinikäsittely ei kuitenkaan irrota tavallisimpia 
emäslabiileja suojaryhmiä, joten myös niiden samanaikainen käyttö on mahdollista.15 
 
Kuva 5. Emäslabiileilla trityylijohdannaisilla suojattujen nukleosidien 2a, 2c-d rakenteet. 
 
2.1.3 Värikoodaavat trityylijohdannaiset 
Nukleotideja on mahdollista suojata myös värikoodatuilla trityylijohdannaisilla, joilla on 
keskenään samankaltaiset kemialliset reaktiivisuudet, mutta niistä happokäsittelyllä 
muodostuvat kationit absorboivat valoa eri aallonpituuksilla. Kun jokaista emästä vastaa eri 
väri, nukleosidimonomeerien addition seuraaminen kiintokantajasynteesissä helpottuu. 
Esimerkiksi jos DMTr-ryhmä liitetään vain guanosiininukleotidijohdannaiseen, 
happokäsittelyssä ilmenevä oranssi väri kertoo guanosiinin ketjuun liittymisestä. Värin 
intensiivisyydestä voidaan myös arvioida reaktion saantoa. Muita oligonukleotidisynteesiin 
sopiviksi osoittautuneita suojaryhmiä, jotka aiheuttavat liuokseen värin irrotessaan 
suojatuista nukleosideista 3a-c, ovat p-anisyyli-1-naftyylifenyylimetyyli , di-o-anisyyli-1-




Kuva 6. Värikoodaavien trityylijohdannaisten 1b, 3a-c rakenteet.  
 
Suojauksen poistonopeus vaihtelee enemmän proottista happoa käytettäessä, kuin jos 
käytetään Lewisin happoa, kuten sinkkibromidia.2 Värikoodauksesta ei ole kuitenkaan 
erityistä hyötyä täysin optimoiduissa oligonukleotidisynteesissä. 
 
2.1.4 Puhdistusta helpottavat trityylijohdannaiset 
Normaalisti oligonukleotidit puhdistetaan HPLC:n tai elektroforeesin avulla synteesivaiheen 
jälkeen. HPLC-puhdistuksessa saattaa olla vaikeaa erottaa sekvenssejä, joista puuttuu yksi 
nukleotidiyksikkö. Koska tällaisia epätäydellisiä sekvenssejä joka tapauksessa muodostuu 
pidempiä oligonukleotideja valmistettaessa, yleensä jätetään DMTr- tai piksyylisuojaryhmä 
irrottamatta viimeiseksi liitetystä nukleosidimonomeerista. Nämä suojaryhmät ovat 
lipofiilisia ja näin ollen auttavat HPLC-puhdistusta, koska oikean sekvenssin retentioaika 
pitenee oleellisesti. Lisäksi jokaisen kytkentäreaktion jälkeen täytyy passivoida reagoimatta 
jääneet 5’-hydroksyyliryhmät esimerkiksi asetyloimalla. DMTr ei kuitenkaan ole niin 
lipofiilinen, että saavutettaisiin aina riittävä retentioaikaero. Myös suhteellisen labiilin 
suojaryhmän irtoamista esiintyy, mikä johtaa saannon heikkenemiseen.16  
Lipofiilisiä ominaisuuksia on pyritty parantamaan lisäämällä pitkiä hiilivetyketjuja 





metoksifenyyli)-1’-pyrenyylimetyyli (BMPM)23 ovat trityylijohdannaisia, jotka toimivat 
lipofiilisinä ryhminä edesauttaen erottumista. Näillä suojatut nukleosidit 4a-d on esitetty 
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Kuva 7. C4Tr ei ole tarpeeksi lipofiilinen, ja C16Tr kiinnittyy liian voimakkaasti C18-
stationäärifaasiin. Optimaalisimmaksi vaihtoehdoksi on osoittautunut C10Tr.
18  
Normaali RP-silika on suhteellisen kallista ja sille on yritetty löytää halvempia vaihtoehtoja. 
Näiden materiaalien kanssa voitaneen hyödyntää piksyylisuojaryhmää, johon on liitetty C18-
hiilivetyketju. Näin suojatut oligonukleotidit pidättyvät uusissa 
käänteisfaasikromatografiamateriaaleissa hyvin, ja varsinkin isomman mittakaavan 
puhdistuksessa saavutetaan etua.21,22 
Fluori-fluori-vuorovaikutukset ovat voimakkaampia kuin lipofiiliset vuorovaikutukset. Kun 
käytetään perfluorialkyylisubstituoituja trityylejä ja -monometoksitrityylejä yhdessä 
fluoratun käänteisfaasisilikageelin kanssa, puhdistus voidaan saada entistä tehokkaammaksi. 
Tähän tarkoitukseen kehitettyjä suojaryhmiä ovat bis(4-(3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10-
heptadesyylifluoridesyyli)fenyyli)(4-metoksifenyyli)metyyli (F-(MeO)Tr) ja bis(4-
(3,3,4,4,5,5,6,6,7,7,8,8,9,9,10,10-heptadesyylifluoridesyyli)fenyyli)fenyylimetyyli (F-Tr).16 
Perfluoratuilla hiilivetyketjuilla substituoituoiduilla trityyleillä suojattujen nukleosidien 4e 
ja 4f rakenteet on esitetty Kuva 7. Sopivaksi perfluoratun hiilivetyketjun pituudeksi on 
havaittu C8F17, jotta vuorovaikutukset olisivat mahdollisimman voimakkaat, mutta 
pidempien perfluorattujen hiilivetyketjujen liukoisuusongelmat eivät häiritsisi puhdistusta. 
Kahden ketjun lisäyksellä saadaan parannettua fluori-fluori-vuorovaikutuksia. 
Fluorattua dimetoksitrityylia (FDMT) on käytetty kiinteäfaasiuutossa pH-stabiloidulla 
fluoratulla adsorbentilla. Sen on todettu käyttäytyvän identtisesti DMTr:n kanssa 
suojausvaiheessa. Suojauksen irrotus yhdisteestä 4g (Kuva 7) on hieman hitaampaa kuin 
DMTr-suojauksen irrotus, mutta se tapahtuu kolonnissa, jolloin saadaan samanaikaisesti 
erotettua puhdas oligonukeotidi. Menetelmässä epäonnistuneet sekvenssit saadaan poistettua 
hyvällä selektiivisyydellä. Yksittäisen (perfluorioktyyli)etyyliryhmä on todettu riittävän 
jopa pitkien ketjujen puhdistuksessa.24  
Yleisimmin puhdistukseen käytetyssä käänteisfaasi-HPLC:ssa jätemateriaalin ja tuotteen 
suhde voi olla jopa 105:1. Jos puhdistettava oligonukleotidi saadaan saostettua pienestä 
liuostilavuudesta selektiivisesti, tarvittavien liuottimien ja muodostuvien jätteiden määrä 
vähenee merkittävästi. Liittämällä trityylisuojaukseen ryhmä, joka polymeroituu sopivissa 
olosuhteissa, saostusta voidaan käyttää aikaisemmin kuvattujen HPLC-menetelmien tapaan 
erottamaan onnistuneet sekvenssit epäonnistuneista. Tällaiseksi suojaryhmäksi on kehitetty 
metakryyliamidisubstituoitu trityylisuojaryhmä. Kyseisellä ryhmällä suojattua 
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nukleosidimonomeeria (4h, Kuva 7) käytetään vain viimeisessä kytkentäreaktiossa, jonka 
jälkeen oligonukleotidi irrotetaan normaalisti kiintokantajasta. Metakryyliamidi 
kopolymerisoituu puhdistuksessa akryyliamidigeeliin, ja epäonnistuneet sekvenssit voidaan 
pestä pois, jonka jälkeen kopolymeeriin sitoutunut trityyli irrotetaan happokäsittelyllä 
oligonukleotidista.  Puhdistus ei vaadi minkäänlaista kromatografiaa, ja se voidaan suorittaa 
yksinkertaisilla ravistus- ja suodatusmenetelmillä. Samalla jätemateriaalin ja tuotteen suhde 
laskee jopa 1:1:een.25 
 






2.1.5 Massaleimana käytetyt trityylijohdannaset 
Pidemmät oligonukleotidit antavat leveitä massaspektrejä ison koon ja useiden varausten 
takia. Lisäksi herkkyys on huono heikon desorption vuoksi. Tällöin yhden nukleotidin 
polymorfiaa ei ole helppo detektoida massaspektrometrisesti. Sen sijaan helposti 
ionisoituvat trityylit ovat stabiilin karbokationinsa vuoksi helposti detektoitavissa MS:lla, ja 
mahdollistavat vain muutamia daltoneja massoiltaan eroavien leimojen yhtäaikaisen 
havaitsemisen. DNA-hybridisaatioon perustuvaa geenitestiä, joka pystyy havaitsemaan 
yhden emäksen eron geenissä, varten on kehitetty trityylijohdannainen, jossa on aktiivinen 
sukkinyyliesteri. Sukkinyyliesteri voidaan korvata suojatussa yhdisteessä 5 erikokoisilla 
alkyyliamiineilla, jolloin saadaan stabiililla amidisidoksella kiinni olevia massaleimoja 
trityyliin (Kuva 8). Hybridisoitunut DNA voidaan tunnistaa irrottamalla leimattu trityyli 





Kuva 8. Trityylien käyttö massaleimoina nukleiinihapoilla. Massaleimaukseen kehitettyjä 
suojaryhmiä ovat 4,4’-dimetoksi-4’’-[2-(N-sukkinimidyylioksikarbonyyli)etyyli]trityyli 






Vuonna 1978 julkaistun27 9-fenyyliksanten-9-yyli eli piksyyli (Px) on n. 33 % 
happolabiilimpi etikkahappo-vesiliuoksessa kuin DMTr-suojaus.28 Samoin kuin 
trityylijohdannaisten, piksyylijohdannaisten happolabiiliutta voidaan säätää lisäämällä 
metoksi-, metyyli-, CF3- ja halogeenisubstituentteja 9-fenyyliksantenyylirunkoon.
29 
Esimerkiksi lisäämällä metyyliryhmä 9-fenyyliryhmän para-asemaan saadaan 
happolabiilimpi 9-(p-tolyyli)ksanten-9-yyli (Tx). Px- ja Tx-suojattujen nukleosidien 6a ja 
6b rakenteet on esitetty Kuva 9. Käytettäessä 5 ekvivalenttia dikloorietikkahapon 1-
prosenttista dikloorimetaaniliuosta, jossa on 15 ekvivalenttia pyrrolia, mitatut suojauksen 
poiston puoliintumisajat 0 C:ssa olivat DMTr:lle 450 s, Px:lle 198 s ja Tx:lle 60 s. 
Piksyylisuojatut nukleosidit voidaan valmistaa käyttäen piksyyliklorideja ja ne ovat helposti 
kiteytettäviä. Näiden kaupallinen saatavuus on kuitenkin rajallinen. Tx- ja mahdollisesti Px- 
suojaus saattaa olla hieman liian happolabiili, jos fosforamidiittikytkennässä käytetään 
aktivaattorina 1H-tetratsolia, jonka pKa-arvo on 4,8. Korvaaviksi aktivaattoreiksi on 
suositeltu 1-fenyyli-imidatsolitriflaattia (pKa 6,2) tai imidatsoliumperkloraattia (pKa 7,0).
28 
RNA- synteesissä aikaisemmin yleisesti käytetty 2’-Thp-suojaus irtoaa pienessä määrin 
DMTr:n poiston yhteydessä. Seurauksena on syntetisoitavan RNA-ketjun katkeaminen, kun 
RNA-oligonukleotidia käsitellään ammoniakilla muiden suojaryhmien poistamiseksi. 
DMTr-Thp-yhdistelmä on käyttökelpoinen vain alle 10-meerien synteeseissä.30,31 Piksyyli 
ja 9-(p-metoksifenyyli)ksanten-9-yyli (Mox) ovat helpommin irrotettavissa yhdisteistä 6a ja 
6c (Kuva 9), jolloin Thp-ryhmä säilyy paremmin. Mox-kationi absorboi aallonpituudella 370 
nm, joten RNA-synteesiä voidaan monitoroida samaan tapaan kuin käytettäessä DMTr-
suojausta.32 Mox-Thp-suojattuja RNA-monomeereja on käytetty useiden eripituisten HSV-
viroidi-RNA-fragmenttien33 ja 30 yksikköä sisältävän polyuridiinin32 synteesiin suhteellisen 
hyvillä saannoilla. 
Ksantenyylirungon happi voidaan korvata rikkiatomilla, jolloin saadaan 9-
fenyylitioksanten-9-yyli- (S-piksyyli) ja 7-kloori-9-fenyylitioksanten-9-yylisuojaryhmä 
(kloori-S-piksyyli). Näillä suojattujen yhdisteiden 6d ja 6e rakenteet on esitetty alla. Kloori 
7-asemassa tekee suojaryhmästä stabiilimman induktiivisen efektin vuoksi. 
Suojausreagenssit voidaan valmistaa samalla tavalla kuin piksyylikloridit. Niitä on 
onnistuneesti käytetty oligonukleotidisynteesissä, mutta eivät ole saaneet yleisempää 
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suosiota. S-piksyylillä tai kloori-S-piksyylillä suojatut nukleosidit eivät myöskään ole 
kiteytettävissä.3 
 
Kuva 9. Piksyylieettereillä suojattujen nukleosidien 6a-e rakenteet. 
 
Ksantenyylityyppiset suojaryhmät ovat fluoresoivia ja ne absorboivat valoa ja emittoivat 
virittymisen jälkeen matalaenergisempää säteilyä aallonpituudella 366 nm. Fluoresenssin 
avulla piksyylijohdannaisilla suojatut yhdisteet voidaan havaita pieninäkin pitoisuuksina 
(jopa 2 nM) ohutkerroskromatografialla. Tämä helpottaa synteesin seuraamista.3   
2.1.7 Fotolabiilit piksyylijohdannaiset 
Fotolyyttisesti irtoavan suojauksen etuna on se, ettei irrotusreagensseja tarvita. Yleisesti 
fotosuojaryhminä käytettyjen 9-fenyyliksanten-9-yylin eli piksyylin (Px)34 ja sen 
tiojohdannaisen S-piksyylin (S-Px,)35 kiteytymisominaisuudet ovat hyvät, ja niiden tehokas 
irrotus yhdisteistä 6a ja 6d tapahtuu 300 nm:n aallonpituudella. Fotolyysiin käytetty 
aallonpituus ei aiheuta kahden nukleiinihappoemästen aminoryhmien yleisesti käytetyn 
suojauksen, isobutyryyli ja bentsoyyli, irtoamista. Kuitenkin usea funktionaalinen ryhmä 
absorboi samalla aallonpituudella, mikä hidastaa irrotusta.35 Esimerkiksi sytidiinin 




Esterisidos muodostetaan tavallisesti käyttäen anhydridiä tai kloridia. Yleisesti esterit ovat 
emäslabiileja, ja emäslabiilisuutta voidaan säädellä steerisiä elektronisia ominaisuuksia 
muuttamalla. Yksinkertaisin mahdollinen esteri on asetyyli, jolla ei ole selektiivisyyttä 
primäärisiin hydroksyyliryhmiin. Se voidaan kuitenkin irrottaa selektiivisesti primäärisestä 
hydroksyyliryhmästä, ja asetyylia onkin käytetty väliaikaisena suojaryhmänä liitettäessä 
muita ei-selektiivisiä suojaryhmiä 5’-hydroksyyliin.  
Bentsoyyli on asetyylia stabiilimpi emäshydrolyysiä kohtaan,36 ja sen väitetään olevan 
liitettävissä selektiivisesti primääriseen hydroksyyliin.37 Sen johdannaiset 2-
dibromimetyylibentsoyyli (DBMB) ja 2-(metyylitiometoksimetyyli)bentsoyyli (MTMT) 
ovat suojattuja suojaryhmiä, joiden poiston ensimmäisessä vaiheessa hopeakloraatilla tai 
elohopea(II)perkloraatilla saadaan aikaan 2-formyylibentsoyylijohdannainen, joka on 
erittäin herkkä hydroksidi-ionille ja tietyille nukleofiileille (Kuva 11). Tällä saadaan 
parannettua irrotuksen saantoja jopa 93 prosenttiin. Myös 4-(metyylitiometoksi)butyryyli 
(MTMB) voidaan irrottaa samalla menetelmällä. Eri rakenteet vaikuttavat suojauksen 
poiston nopeuksiin, ja vastaavien yhdisteiden 7a-c rakenteet on esitetty alla (Kuva 10). 
MTMT:lla on esimerkiksi hitaampi irrotuksen ensimmäinen vaihe (3 h) kuin MTMB:lla, (5 
min), mutta toinen vaihe huomattavasti nopeampi (30 s, MTMB:lla enemmän).38 Monilta 
osin DBMB:a kannattavamman suojaryhmän, 2-(isopropyylitiometoksimetyyli)bentsoyylin 
(PTMT) poisto yhdisteestä 7d (Kuva 10) tapahtuu myös kahdessa vaiheessa 2-
hydroksimetyylibentsoyylin kautta, jolloin poisto on nopeaa (5+1 min) ja saannot korkeita 
(88 %).39  
 




Kuva 11. Suojattujen suojaryhmien kaksivaiheinen irrotus yhdisteistä 7b ja 7c. 
 
3.1 Levulinyyliesteri 
Levulinyyli on ensimmäisiä nukleotidimonomeerisynteesissä käytettyjä emäslabiileja 
suojaryhmiä, ja sen poisto yhdisteestä 8a (Kuva 12) tapahtuu 0,5 M hydratsiinilla pyridiini-
etikkahapposeoksessa.40 Hydratsiini ilman etikkahappopuskurointia hydrolysoi 
pyrimidiiniemäksiä.41 Normaalisti levulinyylisuojaus kiinnitetään käyttämällä 
levulinyylihapon anhydridiä, joka tehdään in situ levulinyylihaposta DCC:lla tai vastaavalla 
kondensaatioreagenssilla. Levulinyylihappo on helposti saatavilla ja edullinen, toisin kuin 
vastaava kloridi. Suojaryhmän irrotessa muodostuva sivutuote 6-keto-3-metyyli-l,4,5,6-
tetrahydropyridatsiini (8b, Kuva 12) on vesiliukoinen, mikä helpottaa puhdistusta.40  
 
Kuva 12. Levulinyylisuojattu nukleosidi 8a ja suojauksen irrotus. Suojaryhmä ja hydratsiini 
muodostavat syklisen 6-keto-3-metyyli-l,4,5,6-tetrahydropyridatsiinin (8b). 
 
Levulinyyli voidaan irrottaa selektiivisesti muiden suojaryhmien läsnäollessa, ja suojauksen 
poiston reaktionopeus ei riipu oligonukleotidisekvenssin koostumuksesta tai pituudesta. 
Normaalisti emästen N-suojaryhminä käytetyt bentsoyylityyppiset asyylisuojaryhmät 
kestävät puskuroitua hydratsiinia joitakin tunteja ja internukleosidinen triesterisidos 
muutaman päivän. Sen sijaan aikaisemmin fosfaattisuojaryhmänä käytetty 2-kloorifenyyli, 
21 
 
joka kestää hyvin hydratsiinikäsittelyä, on kuitenkin poistettavissa selektiivisesti 
levulinyylin läsnä ollessa fluoridi-ionilla.42 
Vaikka levulinyyli ei ole kovin lipofiilinen, sillä suojatun ja suojaamattoman 
oligonukleotidin Rf-arvoissa on riittävä ero suojauksen poiston seuraamiseksi.
42 Reaktion 
seurantaa vaikeuttaa kuitenkin levulinyylin absorptio näkyvän valon tai UV-
aallonpituuksilla.43 Levulinyylin on myös huonosti selektiivinen primäärisiin 
hydroksyyleihin,43,44 ja sen väitetään olevan suhteellisen hydrofiilinen, mikä vaikeuttaa 
uuttamista ja heikentää silikageelipuhdistuksen saantoa.45 Nämä tekijät ovat johtaneet 
levulinyylijohdannaisten, kuten 2-(levulinyylioksimetyyli)-bentsoyylin (LMBz) ja 2-
(levulinyylioksimetyyli)- 5-nitrobentsoyylin (LMNBz), kehitykseen. Kyseisillä ryhmillä 
suojattujen nukleosidien 9c ja 9d rakenteet on esitetty seuraavassa kappaleessa (Kuva 13). 
3.2 Muut esterit 
2-(2,4-dinitrobentseenisulfenyylioksimetyyli)bentsoyyli (DNBSB)46 ja 4-(4-
dimetyyliaminofenyyliatso)bentsoehappo (DABCYL)47  ovat bentsoyylijohdannaisia, 
joiden etuja ovat niiden värilliset tuotteet. Irrotettaessa DNBSB-ryhmää suojatusta 
nukleosidista 9a (Kuva 13), ensimmäisessä vaiheessa muodostuu keltainen 2,4-
dinitrobentseenisulfenyyliryhmä. 46 DABCYL-suojattu oligonukleotidi 9b (Kuva 13) 
absorboi näkyvää valoa.47 Suojauksien saannot ovat kuitenkin heikkoja (25-33 %). Lisäksi 
DNBSB ei sovellu käytettäväksi fosforamidiittimenetelmällä, koska sen sisältämä S-O-sidos 
on herkkä fosforamidiitin intra-/intermolekulaariselle nukleofiiliselle hyökkäykselle. 
DNBSB:lla on kuitenkin potentiaalia kiinteällä kantajalla tehtävään synteesiin.46 
2-(levulinyylioksimetyyli)-bentsoyylissa (LMBz,) ja 2-(levulinyylioksimetyyli)- 5-
nitrobentsoyylissa (LMNBz,) bentsoyylin orto-asemaan liitetyn levulinyylin avulla voidaan 
hyödyntää levulinyylin edulliset poisto-olosuhteet ja parantaa samalla saantoja. 
Suojaryhmän irrotus yhdisteistä 9c ja 9d (Kuva 13) on kaksivaiheinen. Ensimmäisessä 
vaiheessa levulinyyliryhmä irrotetaan hydratsiinihydraatilla etikkahappo-
pyridiiniseoksessa, ja tämän jälkeen loppu suojaryhmä irtoaa imidatsolikäsittelyllä 
asetonitriilissä. Bentsoyylin meta-asemaan liitetty nitroryhmä (EW) lisää herkkyyttä sekä 
hydratsinolyysiä että imidatsolin aiheuttamaa deprotonaatiota kohtaan, mikä nopeuttaa 
suojaryhmän liittämistä ja parantaa suojaryhmän irrotusta.48 
RNA-synteesiä varten triesterimenetelmällä tarvitaan suhteellisen emäslabiili suojaryhmä 
5’-hydroksyyliin, jos 2’-hydroksyyliryhmässä käytetään happolabiilia 
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metoksitetrahydropyranyylisuojausta. Pivaloyyli on selektiivinen, mutta ei riittävän 
emäslabiili, samoin kuin asetyyli- ja bentsoyylisuojaukset, jotka eivät ole selektiivisiä, jos 
3’-OH on vapaa. Fenoksiasetyyli (Pac) on riittävän emäslabiili ja sen kloridi saadaan 
reagoimaan 5’-hydroksyyliin suhteellisen selektiivisesti, mutta Pac-suojattu tuote 9e (Kuva 
13) ei ole kiteytettävissä. Sen sijaan p-kloorifenoksiasetyyli- (Pac-Cl) suojattu tuote 9f 
(Kuva 13) on kiteytettävissä.49 p-kloorifenoksiasetyyliä on käytetty hyvin lyhyiden 
oligoribonukleotidien synteeseissä,50 pidemmissä oligoribonukleotidien synteeseissä 5’-
deasylaatio aiheuttaa fosfotriesterisidosten hydrolyysiin.39  
 
Kuva 13. Muiden 5’-O-esterisuojattujen nukleosidien 9a-f rakenteet. 
Fenoksiasetyylia (Pac) on käytetty emäsosistaan yhteen liitetyn bis-guanosiinidimeerin 3’- 
ja 5’-hydroksyliryhmien suojaukseen koko oligonukleotidisynteesin ajan. Kyseinen 





3.3 Puhdistusta helpottavat esterijohdannaiset 
2-(trimetyylisilyyli)bentsoyyli (TMSBz) on primääriseen hydroksyyliin selektiivinen, 
lipofiilinen suojaryhmä, joka mahdollistaa puhdistuksen C18-patruunalla ilman HPLC-
puhdistuksen tarvetta. TMSBz:lla on hyvä ammonolyysinkestävyys, joten se ei irtoa 
poistettaessa muita suojaryhmiä ja irrotettaessa ketjua kiinteältä kantajalta ammoniakin 28-
prosenttisella vesiliuoksella. Kun oligonukleotidiketjuun liitetään viimeisenä monomeerina 
TMSBz-suojattu nukleotidi 10 (Kuva 14), jää suojaus ammonolyysin jälkeen kiinni 
auttamaan puhdistuksessa, ja se voidaan poistaa puhdistuksen jälkeen käyttäen 2 M NaOH:a. 
5’-O-TMSBz:lla suojattu oligonukleotidi on resistentti naudan pernan fosfodiesteraasille, ja 
käänteiseen suuntaan (3’→5’) syntetisoidun 3’-TMSBz-oligonukleotidin stabiilisuutta 
käärmeenmyrkyn fosfodiesteraasille (snake venom phosphodiesterase) tutkittiin, mutta näin 
modifioitu oligonukleotidi ei ollut yhtä resistentti entsymaattiselle degradaatiolle.52  
 
Kuva 14. TMSBz-suojatun nukleosidin 10 rakenne. 




4.1 Alkoksimetyylieetterit (RO-CH2-O-) 
Yksinkertaisimmat asetaalityyppiset suojaukset metoksimetyyli (MOM) ja β-
metoksietoksimetyyli (MEM) ovat liian happostabiileja käytettäviksi 
nukleotidisynteesissä.53 Näillä suojattujen nukleosidien 11a ja 11b rakenteet on esitetty 
kKuva 15. 
Pienikokoinen, mutta kuitenkin suhteellisen polaarinen metoksi-isopropyyli (MIP, 1-
metoksi-1-metyylietyyli) voidaan liittää 2’,3’-suojatun ribonukleotidin 5’-hydroksyyliin 2-
metoksipropeenin happokatalysoidulla reaktiolla THF:ssa. Jos 3’-hydroksyylin suojaukseen 
käytetty silyylisuojaus irrotetaan TEA·3HF:lla THF:ssa, irtoaa MIP-suojaus osittain, mutta 
ei käytettäessä NH4F:a metanolissa. Tällöin kuitenkin joissain tapauksissa emässuojauksia 
menetetään. TBAF THF:ssa on yhteensopiva sekä 5’-MIP- että emässuojausten kanssa, 
mutta se irrottaa 2’-syanoetyylisuojauksen.54 5’-O-suojatun nukleosidin 11c rakenne on 
esitetty Kuva 15. Kun MIP-suojausta käytetään 2’-suojauksena, on se noin 2,5 kertaa 
labiilimpi 0,1 M sitruunahappopuskurissa (pH 4,0) kuin 1-metoksisykloheksaaniketaali.55 
MIP-suojausta on käytetty liuoksessa tehtävässä RNA-synteesissä, koska dimetoksitrityylin 
irrotuksessa muodostuva kationi saattaa neutralointivaiheessa reagoida vapaiden 
hydroksyyliryhmien kanssa. MIP-suojauksen irrotuksessa muodostuu asetonia ja metanolia, 
jotka on helppo poistaa reaktioseoksesta haihduttamalla. Erityisesti tetrapodaalisen liukoisen 
kantajan avulla tehtävässä synteesissä MIP-suojaus yhdessä 2’-(2-syanoetyylin) kanssa 
mahdollistavat kasvavan oligonukleotidiketjun saostamisen metanolilla.54  
Ennen kiintokantajasynteesin yleistymistä tetrahydropyranyyliasetaalia (THP) ja sen 
helpommin irtoavaa metoksijohdannaista metoksitetrahydropyranyylia (MTHP) käytettiin 
syntetisoitessa lyhyitä oligonukleotideja liuoksessa.55 Tetrahydropyranyyliasetaalilla on 
happolabiilille suojaryhmälle optimaaliset hydrolyysiominaisuudet, eli se voidaan irrottaa 
yhdisteestä 11d (Kuva 15) miedoissa olosuhteissa, mutta sen riittävä stabiilius mahdollistaa 
suojatun oligomeerin puhdistuksen. Tetrahydropyranyyli sisältää kuitenkin asymmetrisen 
hiilen, ja optisesti aktiivisilla alkoholeilla sen käyttö aiheuttaa diastereomeerien seoksen, 
mitä symmetrisen MTHP:n käyttö ei aiheuta.55 MTHP-suojattua yhdistettä 11e (Kuva 15) 
on käytetty myös 2’,5’-di-O-MTHP-uridiinin fosforyloinnissa ja oligomeerisynteesissä 
käänteisessä (3’→5’) -suunnassa50 ja (3’→3’) -dimeerien valmistuksessa56. THP liitetään 
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käyttäen syklistä enolieetteriä, dihydropyraania ja happokatalyyttiä, esimerkiksi p-TsOH:a. 
Normaali irrotus tapahtuu lievästi happamissa hydrolyyttisissä olosuhteissa.57  
 





5. Karbonaattiesterit (R-O-CO-O-) 
Jos 5’-hydroksyylisuojaus on poistettavissa emäksisissä olosuhteissa, voidaan 
oligonukleotidiin liittää happolabiileja funktionaalisuuksia ja RNA-synteesissä yleisesti 
käytettävä 2’-O-asetaalisuojaus ei pääse irtoamaan toistuvissa happokäsittelyissä.58 
Perinteisen happolabiilin DMTr-suojauksen korvaajiksi onkin esitetty emäslabiileja 9-
fluorenyylimetoksikarbonyylia (Fmoc)43,58, 2,4-dinitrofenyylietoksikarbonyylia 
(DNPEoc)59,60, allyylioksiarbonyylia (Alloc)61 ja p-fenyyliatsofenyylioksikarbonyylia 
(PAPoc)62,63, joilla suojattujen yhdisteiden 12a-d rakenteet on esitetty alla (Kuva 16).  
 
Kuva 16. Karbonaattiestereillä suojattujen nukleotidien 12a-d rakenteet.  
Fmoc:a on käytetty enemmän aminosuojaryhmänä, mutta myös 5’-hydroksyylin 
suojauksessa (yhdiste 12a). Se liitetään 5’-hydroksyyliin käyttäen vastaavaa kloridia, ja sen 
selektiivisyys primääriseen hydroksyyliin on erinomainen. 2-bromi-Fmoc-Cl:n ja 2,7-
dibromi-Fmoc-Cl:n on kuitenkin todettu olevan liian epästabiileja liitettäviksi.58 Fmoc-
suojaus irtoaa β-eliminaatiolla käytettäessä heikosti nukleofiilista tai ei-nukleofiilista 
emästä, kuten TEA:a tai DBU, jolloin muodostuu erittäin reaktiivinen dibentsofulveeni (12e, 
Kuva 17). Fulveeni voi reagoida emäsosien aminoryhmien kanssa tai oligomeroitua. Tämä 
voidaan estää lisäämällä sekundääristä amiinia, kuten piperidiinia tai morfoliinia, joka 
sieppaa muodostuvan fulveenin. Nämä amiinit ovat myös riittävän emäksisiä saamaan 
aikaan β-eliminaation. Sekundäärisen amiinin ja fulveenin reaktio on reversiibeli, joten 
amiinin konsentraatio vaikuttaa reaktion saantoon.58 Fmoc:a on käytetty myös geenikirjaston 
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valmistuksessa TAG-trimeerin (stop-kodonin) 5’-pään ortogonaaliseen suojaukseen siten, 
että Fmoc-suojattua trimeeriä on lisätty normaalien DMTr-suojattujen monomeerien 
joukkoon DNA-synteesissä. Tällöin saadaan eripituisia DNA-sekvenssejä, joiden 5’-päässä 
on TAG-kodoni.64 
 
Kuva 17. Fmoc-suojauksen irtoaminen ja dibentsofulveenin 12e  muodostuminen. 
DNPEoc on esitetty hyvin käyttökelpoisena suojaryhmänä nukleotidien eri 
funktionaalisuuksien suojauksessa. 2,4-dinitrofenyylietyylikloroformaatti reagoi 
selektiivisesti 5’-hydroksyyliin muodostaen yhdisteen 12b, ja suojaus voidaan irrottaa 
selektiivisesti 3’,5’-di-O-DNPEOc-suojatusta nukleotidista tertiäärisellä amiinilla, kuten 
trietyyliamiinilla, aproottisessa liuottimessa. DNPEOc:a on käytetty dimeerisynteesissä 
fosfotriesterimenetelmällä.60 
Allyylioksiarbonyylia on käytetty emäsosistaan haaroitetun DNA-dupleksin synteesissä. 
Ensimmäinen haara on tehty valmiiksi käyttäen normaalia DMTr-suojausta 5’-
hydroksyylissa, jonka jälkeen valmis haara on inaktivoitu asetyloimalla. Tämän jälkeen 
alloc-suojaus on poistettu Pd(PPh3)4/PPh3:lla ja toinen haara on tehty valmiiksi.  Alloc-
suojaus voidaan liittää 3’-O-levulinyylisuojattuun nukleotidiin allyylioksikarbonyylin 
bentsotriatsoliesterinä DMAP:n toimiessa katalyyttinä THF-pyridiiniliuoksessa.61 
PAPoc voidaan liittää selektiivisesti nukleosidin 5’-hydroksyyliin vastaavalla 
klooriformaatilla, jolloin muodostuu yhdiste 12d. Suojaus voidaan poistaa hydroksidi-
ionilla, 4-dimetyyliaminopyridiinilla THF:ssa tai kaksivaiheisesti ensin β-syanoetanoli-
trietyyliamiini-vesiseoksella, ja sen jälkeen DBU-pyrimidiiniseoksella. Kaksi jälkimmäistä 
ovat nopeita ja yhteensopivia kiintokantajalla tehtävän fosforamidiittisynteesin kanssa.  
Lähes kylläinen 4-dimetyyliaminopyridiiniliuos voi kuitenkin aiheuttaa ongelmia, kuten 
suodattimien tukkeutumista. Tämän vuoksi kaksivaiheinen irrotus on suositelluin 
menetelmä. Suojausta poistettaessa irtoava värillinen p-fenyyliatsofenolaatti (12f) 
mahdollistaa reaktion visuaalisen havainnoinnin. (Kuva 18).  Kromatografisilta 




Kuva 18. PAPoc:n kaksivaiheinen irrotus. 
4-kloori- ja 3-trifluorimetyylifenoksikarbonyylit  mahdollistavat kaksivaiheisen 
kiinteäfaasisynteesin fosforamidiittipohjaisille oligodeoksinukleotideille, kun perinteisessä 
menetelmässä vaiheita on neljä. Suojaryhmä liitetään vastaavana kloridina pyridiinissä, 
jolloin muodostuu suojatut nukleosidit 12g ja 12h (Kuva 19). Reaktiossa 
kondensaatiovaiheen jälkeen suojauksen irrotus ja samanaikainen fosfiittisidoksen hapetus 
on tehty käyttäen nukelofiiliä, jolla on α-efekti sekä peroksianionipuskuria (pH 9,6), jossa 
3% LiOH:n ja 2-amino-2-metyyli-1-propanolin dioksaani-vesiliuos sekoitettiin juuri ennen 
reaktiota m-klooribentsoehapon (MCPBA) ja vetyperoksidin dioksaaniliuoksen kanssa. 
Peroksianioni on riittävän vahva nukleofiili irrottaakseen 5’-O-karbonaatin irreversiibelisti, 
mutta riittävän mieto hapetin hapettaakseen fosfiitin kvantitatiivisesti ilman heterosyklisten 
emästen hapettumista. MCPBA:n lisäksi hyvinä nukleofiileinä ja hapettimina toimivia 
peroksianioneja ovat perboraatit, t-BuOOH ja monet vetyperoksidisuolat, mutta MCPBA on 
happamuudeltaan sopivin. Normaalissa kiinteäfaasisynteesissä on kondensaatio-, 
fosfiittisidoksen hapetus- ja suojauksen irrotusvaiheiden lisäksi capping-vaihe, jossa 
virheelliset sekvenssit ja heterosyklisten emästen fosfiittituotteet deaktivoidaan. Tämän 
vaiheen poisjättö on kuitenkin mahdollinen, koska 12g ja 12h eivät fosfityloidu 
emäsosastansa. Menetelmän hyviä puolia on depurinaation puuttuminen, jolloin yksi 
epäonnistuneiden sekvenssien aiheuttaja on poissa ja huuhtelutarpeen vähentyessä 
jätemateriaalin määrä vähenee. Myös reaktiovaiheiden vähentäminen vähentää liuottimien 
määrää ja näin ollen myös menetelmän vaatimia kuluja suuren mittakaavan synteesissä. 
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Menetelmä on myös mahdollista automatisoida. Menetelmä vaatii kuitenkin adeniinin ja 
sytosiinin eksosyklisten amiinien N-dimetoksitrityylisuojauksen.65  
   
Kuva 19. 4-kloori- ja 3-trifluorimetyylifenoksikarbonyylisuojattujen nukleosidien 12g ja 12h 
rakenteet. 
 
5.1 Fotolabiilit karbonaattiesterit 
2-(o-nitrofenyyli)etoksikarbonyyli66 (NPEOC) ja sen johdannaiset, kuten ((α-metyyli-2-
nitropiperonyyli)-oksi)karbonyyli67,68 (MeNPOC) ja 2-(o-nitrofenyyli)-propoksikarbonyyli 
(NPPOC) ovat yleisimmin oligonukleotidisynteesissä käytettyjä fotolabiileja 
suojaryhmiä.69,70 5’-hydroksyylin suojaukseen voidaan käyttää myös o-
nitrobentsyylioksikarbonyylia (NBOC), mutta sen fotolyysi on hitaampaa kuin NPEOC-
johdannaisten.66 Nämä suojaryhmät voidaan liittää emässuojatun 2’-deoksinukleosidin 5’-
hydroksyyliin vastaavina klooriformaatteina.66 Muodostuvien 5’-O-suojattujen nukleosidien 
13a-d rakenteet on esitetty alla (Kuva 20). 
 
Kuva 20. Fotolabiileilla karbonaattiestereillä suojattujen nukleosidien 13a-f rakenteet. 
NPEOC:n ja sen johdannaisten fotolyyttinen poisto tapahtuu 365 nm:n aallonpituudella 
metanoli-vesiliuoksessa.66 Substituentit vaikuttavat suojaryhmän irtoamistehokkuuteen. 
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Parhaiten fotolyysinopeutta voidaan parantaa substituoimalla etoksiryhmän 2-hiiltä. 
Lisäämällä toinen o-nitrofenyyliryhmä, saadaan 8,4 kertaa helpommin fotolysoituva 
suojaryhmä. Bentseenirenkaan orto-asemaan liitetyt nitro- ja jodisubstituentit tehostavat 
suojaryhmän irtoamista, kun puolestaan fluoriryhmä hidastaa irtoamista. Meta- ja para-
substituenteilla on vähäisempi vaikutus fotolyysinopeuksiin.66  
Mekanistisesti o-nitrobentsyylityyppisten suojaryhmien fotolyysi johtaa nitroryhmän 
virittymiseen, sitä seuraavaan bentsyylisen aseman deprotonaatioon ja  intramolekulaariseen 
hapetus-pelkistysreaktioon, jossa muodostuu toksista ja reaktiivista o-nitrosobentsaldehydiä 
(13e, Kuva 21). Karbamaattiryhmä irtoaa spontaanisti muodostaen hiilidioksidia ja suojattu 
alkoholi vapautuu.66  
 
Kuva 21. o-nitrobentsyylityyppisten suojaryhmien fotolyyttinen irtoaminen ja nitroso-
sivutuotteen 13e muodostuminen. 
Sen sijaan 2-(o-nitrofenyyli)etoksikarbonyylien kohdalla on esitetty toisenkaltainen 
reaktiomekanismi, jossa nitroryhmän virittymistä seuraa protoninsiirron jälkeen β-
eliminaatio.71 (
Kuva 22) Näin ollen reaktiota on mahdollista nopeuttaa lisäämällä pieni määrä emästä 
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reaktioseokseen. Tätä on hyödynnetty fotolitografisessa DNA-synteesissä, jossa DNA:ta 
syntetisoidaan metallilevyn pinnalla. Synteesimenetelmä perustuu suojaryhmien 
poistamiseen paikkaspesifisesti valon säteellä. NPPOC:n poistoa on onnistuttu 
nopeuttamaan lisäämällä pieni määrä DBU:a. 0,05 M DBU-liuos on riittävä nopeuttamaan 
suojauksen poistoa merkittävästi. Vahvempi liuos (0,5 M) saa aikaan emäskatalysoitua 
irrotusta ilman fotolyysia.72 NPPOC-suojausta on käytetty myös oligodeoksinukleotidien 
synteesissä kiintokantajalla.73 Fotolitografiseen DNA-synteesiin on esitetty myös 2-(2-nitro-
4-etyyli-5-tiofenyylifenyyli)-propoksikarbonyyli (PhSNPPOC), jossa suojauksen irrotus 
yhdisteestä 13f (Kuva 20) saadaan aikaan näkyvän valon aallonpituudella (375-420 nm). 
Tällöin mahdollisesti kallista UV-valonlähdettä ei tarvita.70 
Kuva 22. 2-(o-nitrofenyyli)etoksikarbonyylien vaihtoehtoinen irrotusmekanismi. 
 
3,5-dimetoksibentsoiinikarbonaattia (DMB-karbonaatti)68,69 käyttämällä voidaan välttyä o-
nitrosobentsaldehydin muodostumiselta sivutuotteena, ja se voidaan poistaa suojatusta 
nukleosidista 13g aallonpituudella 350 nm THF:ssa (Kuva 23). DMB-karbonyylisuojaus 
voidaan liittää emässuojatun nukleotidin 5’-hydroksyyliryhmään metyyli-
imidatsoliumkarbamaattina, joka voidaan tehdä in situ karbonyylidi-imidatsolista ja 
metyylitriflaatista nitrometaanissa. DMB-karbonaatin irrottamisen sivutuotteena muodostuu 
inertti fenyylidimetoksibentsofuraani (13h, Kuva 23), jonka fluoresenssi auttaa 









5.2 Termolabiilit karbonaattiesterit 
DNA-mikrosirukirjastojen tekeminen perustuu hyvin tarkasti paikkaspesifisten reaktioiden 
tekemiseen lasi- tai metallipinnalla. Tällöin fotosuojaryhmien käyttö on ilmeinen vaihtoehto. 
Fotolabiilisten suojaryhmien käyttö johtaa kuitenkin vain 92-94 prosentin kytkentäreaktion 
saantoihin, joten pidempien oligomeerien kuten 25-meerien saannot ovat tällöin heikkoja 
(12-21 %). Vaihtoehtoisesti voidaan käyttää mustesuihkukirjoittimen tapaan toimivaa 
reagenssiannostelua reaktiopinnalle yhdistettynä normaaliin DMTr-suojaryhmäkemiaan, 
mutta tällöin käytettävät reagenssit voivat vahingoittaa lasipintaa irreversiibelisti. 
Termolyyttisesti fosfaattipuskurissa (pH 7,0) lasipintaa nopeasti lämmittämällä poistettavat 
N-substituoidut 2-amino-1-fenyylietyylikarbonaatit  mahdollistavat suojaryhmien irrotuksen 
rakenteista 14a-c (Kuva 24) ilman lisättyjä reagensseja tai emäsosan suojausta.  
Suojauksen irrotuksen on esitetty käynnistyvän intramolekulaarisella hyökkäyksellä 
karbonaattiryhmään, jolloin muodostuu oksatsoliniumsuola (14d-f, Kuva 24) ja 
hiilidioksidia. Hyökkäävänä ryhmänä voi olla amidinen karbonyylihappi tai heterosyklinen 
typpiatomi. Termolyyttisen irrotuksen nopeutta voidaan parantaa kasvattamalla amidisen 
karbonyylin nukleofiilisyyttä N-metyyliryhmällä tai muokkaamalla sen elektronista 
ympäristöä. 2-(N-formyyli-N-metyyli)aminoetyylikarbonyylisuojauksen irrotus yhdisteestä 
14a on melko hidas (n. 2 h), 2-(N-2-pyridyyli)aminoetyylikarbonyylisuojauksen irrotus 
yhdisteestä 14b kestää noin tunnin ja 2-(N-2-pyridyyli-N-
metyyli)aminoetyylikarbonyylisuojauksen irrotus yhdisteestä 14c vain 15 min. Jotkin 
sivutuotteena muodostuvat oksatsoliniumsuolat ovat voimakkaasti fluoresoivia, mitä 
voidaan käyttää hyödyksi reaktion seurannassa. 14f on kuitenkin epästabiilein 
huoneenlämpötilassa, ja voi sen takia olla epäsopiva pitkien oligomeerien DNA-synteesiin, 
koska suojaryhmän täytyy kestää liuoksessa pidempiä aikoja.74 Karbonaattia voidaan 
stabiloida lisäämällä pyridiiniosaan elektroneja puoleensavetävä nitroryhmä, jonka jälkeen 
suojaryhmä on stabiili huoneenlämpötilassa. Nitroryhmä voidaan pelkistää selektiivisesti 
titaanikompleksilla elektroneja puoleensavetäväksi aminoryhmäksi. Tämä saa 
termolyyttisen suojauksen irrotuksen tapahtumaan nopeasti (5 min, 90 C).75 Suojaryhmät 











Silyylieetterit ovat happolabiileja suojaryhmiä, joista osa on irrotettavissa myös 
neutraaleissa olosuhteissa käyttäen fluoridi-ioneja. Ne voidaan liittää vastaavina klorideina. 
Silyylieetterit, kuten trimetyylisilyyli (TMS) ja trietyylisilyyli ovat yleisiä myös 
väliaikaisina suojaryhminä. Suojattujen yhdisteiden 15a 15b rakenteet on esitetty Kuva 25. 
Piiatomiin liitetyn sivuryhmän kokoa kasvattamalla voidaan lisätä suojaryhmän 
stabiilisuutta happamissa reaktio-olosuhteissa. RNA-synteesissä silyylieetterit ovat pitkälti 
korvanneet muut happolabiilit 2’-O-suojaryhmät. Silyylisuojaryhmiä voidaan käyttää 
joissakin tapauksissa myös 5’-O-suojaryhminä. RNA-monomeereja valmistettaessa tetra-
isopropyylisilyylieetteriä (TIPS) voidaan käyttää yhtäaikaiseen 5’,3’-O-suojaukseen (15c, 
Kuva 25) ennen 2’-O-suojaryhmän lisäämistä.76  
Primääriseen hydroksyyliryhmään saadaan liittymään selektiivisesti tert-
butyylidimetyylisilyyli (TBDMS),77 joka voidaan poistaa rakenteesta 15d (Kuva 25) joko 
fluoridi-ionilla tai etikkahapon vesiliuoksella. Sitä on käytetty sykliseen templaattiin 
rakennetun useita nukleosideja sisältävän fosfaattiryhmästä sidotun yhdisteen synteesissä, 
jossa perinteinen DMTr-suojaus havaittiin toimimattomaksi.78 
Selektiivisemmän ja stabiilisemman tert-butyylidifenyylisilyylin (TBDPS) poisto 
yhdisteestä 15e (Kuva 25) voidaan tehdä TBAF:lla, ja sitä on käytetty tymidiinin emäsosista 
yhteen liitettyjen DNA-ketjujen valmistamiseen tutkittaessa UV-valon vaikutuksesta 
muodostuvia dimeroitumistuotteita.79 Sitä on käytetty myös emäsosasta 
allyylisubstituoitujen dinukleotidien valmistuksessa.77 
1,1,3,3-tetraisopropyyli-3-(2-(trifenyylimetoksi)etoksi)disiloksan-1-yyli (TES) on 
selektiivisesti 5’-hydroksyyliin reagoiva, 2’-O-THP-suojauksen kanssa yhteensopiva 
suojaryhmä. Se voidaan irrottaa suojatusta nukleosidista 15f (Kuva 25) yhdessä THP-
suojauksen kanssa 0,01 M suolahappoliuoksella tai selektiivisesti fluoridi-ioneilla (0,1 M 
TBAF). Suojaryhmässä oleva trityyliryhmä mahdollistaa kytkentäreaktion seuraamisen 
oligomeerisynteesin aikana käyttäen hyödyksi liuoksen väriä happamissa oloissa. 
Suojauksen irrotuksen selektiivisyydestä huolimatta fosfaattiryhmän 2-syanoetyylisuojaus 
irtoaa osittain 5’-O-TES-suojausta irrotettaessa. Menetelmä on myös paremmin toimiva 
kiintokantajasynteesissä vetyfosfonaattimenetelmällä kuin fosforamidiittimenetelmällä.80 
RNA-synteesiä varten on kehitetty bis(trimetyylisiloksi)syklododesyklosilyylieetteri 
(DOD), joka on poistettavissa rakenteesta 15g (Kuva 25) nopeasti (35 s) neutraaleissa 
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olosuhteissa käyttäen fluoridi-ioneja (TEA, HF). Tämän kanssa voidaan käyttää 2’-O-
suojauksena hyvin happolabiileja ortoestereitä.81  
Selektiivisesti 5’-hydroksyyliin reagoiva pyrenyylisubstituoitu silyylisuojaryhmä, di(tert-
butyyli)[(pyren-1-yyli)metoksi]silyylia (TBMPS), on mahdollista irrottaa yhdisteestä 15h 
(Kuva 25) fluordi-ioneilla ((n-Bu)4NF THF:ssa) yleisesti käytettyjen happo- ja emäslabiilien 
suojaryhmien läsnäollessa. Oligomeeriin sitoutunut suojaryhmä fluoresoi, jolloin 
irrotusreaktion seuraaminen helpottuu ja onnistuneet sekvenssit on helppo erottaa 
epäonnistuneista HPLC-puhdistuksessa (suojaryhmä absorboi 345 nm ja fluoresoi 390 nm). 
Suojatut nukleosidit ovat helposti kiteytyviä, joten suojattu nukleosidimonomeeri voidaan 
puhdistaa ilman kallista pylväskromatografiaa.82 
 





6.1 Puhdistusta helpottavat silyylisuojaryhmät 
Puhdistustehokkuutta on haettu liittämällä silyylieetteriin happostabiileja fluorattuja 
hiilivetyketjuja. Fluoratuilla yhdisteillä on keskenään poikkeuksellisen suuri affiniteetti, 
joten puhdistuksessa voidaan käyttää hyväksi fluorattuja kromatografiamateriaaleja. 
Oligonikleotidisynteesikäyttöön on kehitetty tert-butyylifenyyli-1H,1H,2H,2H-
heptadekafluoridesyloksisilyyliryhmä (BPFOS), jolla suojatun nukleosidin 16a rakenne on 
esitetty Kuva 26. Suojaryhmän piiatomissa on kaksi alkoksiryhmää substituentteina, joista 
toinen on suojattava alkoholi ja toinen suojaryhmään kuuluva substituentti. Tämä tekee 
suojaryhmästä elektrofiilisemman, jolloin se irtoaa emäksellä.83 
  
Kuva 26. BPFOS-suojatun nukleosidin 16a rakenne.  
Puhdistusta voidaan helpottaa myös sitomalla suojaryhmä sivuketjustaan polymeeriin84 tai 
polymeroimalla itse suojaryhmä85. Esimerkiksi di-isopropyylisiloksyylieetterijohdos 16b 
(Kuva 27) saadaan kiinnitettyä silikassa kiinni olevaan hydroksyyliamiiniryhmään. 
Molemmissa tapauksissa suojaryhmän sisältävä oligonukleotidi saostuu seoksesta, ja 
kromatografista puhdistusta ei tarvita. Valmis oligonukleotidiketju voidaan irrottaa 
polymeerista fluoridi-ioneilla suojaryhmän jäädessä kiinni polymeeriin. 
Suojaryhmäreagenssin synteesi itsessään on kohtuullisen pitkä, vaikkakin sen liittäminen 





Kuva 27. Puhdistusta helpottavilla di-isopropyylisiloksyylieetterijohdoksilla suojattujen 
nukleosidien 16b ja 16c rakenteet.  




Epäonnistuneiden sekvenssien kasvu voidaan pysäyttää deaktivoimalla 5’-
hydroksyyliryhmät, mikä helpottaa tuotteen puhdistusta. Normaalisti käytettävät 
deaktivointi tehdään etikkahappoanhydridillä ja DMAP:lla 2,6-lutidiinissa ja THF:ssa. 
Vaihtoehtoisiksi deaktivointireagensseiksi on kehitetty β-substituoituja 
etyylisulfonyyliklorideja. Näiden etuna on se, että deaktivointireagenssit toimivat 
suojaryhmän tapaan ja sulfonyyli voidaan poistaa yhdisteistä 17a-c (Kuva 28) β-
eliminaatiolla. Poisto voidaan tehdä esimerkiksi DBU:lla, jolloin jos fosfaatti- ja emäsosat 
on suojattu NPE- ja NPEOC-ryhmillä, irrottamiseen ei tarvita erillistä reaktiovaihetta. DBU-
käsittelyllä saadaan kiinteän kantajan pintaan jäämään sekä halutut 5’-O-DMTr-suojatut 
sekvenssit että vapaan 5’-hydroksyylin sisältävät epäonnistuneet sekvenssit. Virhesekvenssit 
hajotetaan fosfodiesteraasilla, jonka jälkeen DMTr-suojaus poistetaan happokäsittelyllä ja 
valmiit sekvenssit irrotetaan kiinteältä kantajalta. Syanosubstituoitu etyylisulfonyyli 
liitetään N-metyyli-imidatsolikatalyytin läsnä ollessa. Nopeammin reagoivat 
metyylisulfonyyli- sekä p-nitrofenyylisulfonyylisubstituoidut johdannaiset liitetään 
pyridiinin (1 M) läsnä ollessa.86 
 
Kuva 28. β-substituoiduilla etyylisulfonyyleillä suojattujen nukleosidien 17a-c rakenteet. 
 
DNA-mikrosirusyntetiikkaan on kehitetty 2,2,5,5-tetrametyylipyrrolidiini-3-oni-1-
sulfinyyliryhmä. Suojaryhmän poisto yhdisteestä 17d (Kuva 29) tapahtuu miedosti 
happamalla jodiliuoksella. Fosforin hapettamiseen käytetty emäksinen jodiliuos ei poista 
suojaryhmää. Koska kyseinen suojaryhmä ei ole selektiivinen primääriseen hydroksyyliin, 
joudutaan 3’-hydroksyyli suojaamaan fosforamidiitin valmistuksen yhteydessä. Tämän 
suojaryhmän on oltava poistettavissa lähellä neutraaleja olosuhteita, koska sulfinyyliryhmä 




Kuva 29. 2,2,5,5-tetrametyylipyrrolidiini-3-oni-1-sulfinyyliryhmällä suojatun nukleosidin 







Tutkimuksen tavoitteena oli optimoida T hm-C T -trimeerisynteesissä tarvittavaa 
suojaryhmäkemiaa hydroksyylisuojaryhmien osalta. Tämän takia työssä käsiteltiin sekä 
tymidiinin että hydroksimetyylisytidiinin reaktiopolkuja. Kokeellisessa osuudessa 
valmistettiin suojattua 5-hm-uridiinia, mutta ei 5-hm-sytidiiniä. 
 
Kuva 30. 5-hydroksimetyylisytidiiniin johtava reaktiopolku. a: R = Bz, b: R = Ac. 
Asetyylisuojaus päätettiin vaihtaa bentsoyylisuojaukseen, koska aiemmissa tutkimuksissa 
asetyylisuojatun tymidiinin on havaittu olevan vesiliukoinen, jolloin tuotetta menetetään 
pesuissa. DMT- suojaus koettiin ongelmalliseksi, koska sen irrottaminen on hankalaa. 
Välillä se puolestaan irtoaa liian helposti, esimerkiksi vähänkin happamissa käsittelyissä. 
DMT-suojauksen tilalle päätettiin kokeilla metoksi-isopropeenisuojausta (MIP). MIP-
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suojaus ei kuitenkaan DMT:n tavoin ole selektiivinen 5’-asemaan, joten 3’,5’-suojatun 
monomerin selektiivistä 5’-suojausen poistoa piti optimoida. 
3’-suojatun tymidiinin valmistukseen on esitetty kirjallisuudessa useita mahdollisuuksia, 
joita ovat mm. 1 % jodi-metanoliliuoksen käyttö88, 1,1,3,3-tetraisopropyylidisiloksaani-1,3-
diyyli-rengasrakenteen käyttö54 (disiloksaanirengasrakenne, joka on 3’,5’-selektiivinen, ja 
joka saadaan selektiivisesti irtoamaan 5’-hydroksyylistä) sekä lipaasimenetelmä, jossa eri 




Kuva 31. 3’-O-Ac-5’-MIP-2’-deoksitymidiinin valmistus. 
 
2. Tulokset 
Bentsoyylisuojaukseen vaihtamalla saatiin aikaan vähemmän vesiliukoinen tuote, joka 
hapettui 5-formyyliksi ja pelkistyi edelleen 5-hydroksimetyylideoksiuridiiniksi. 3’-
bentsoyylisuojatun yhdisteen valmistus 5’-hydroksyylin jatkosuojausta varten oli kuitenkin 
vaikeaa.  
5’-hydroksyylin debentsoylointia yritettiin eri olosuhteissa ja erilaisilla liuottimilla, mutta 
reaktio ei edennyt. Ensin yritettiin kirjallisuudessa esitettyä, asetyylisuojauksen poistoon 5’-
asemasta tarkoitettua jodimenetelmää käyttäen 1% jodia metanolissa. Reaktiota pyrittiin 
käynnistämään lisäämällä ensin 1,4-dioksaania ja sitten litiumjodidia vahvistamaan 
nukleofiilistä reaktiota, mutta reaktio ei siitä huolimatta edennyt. Bentsoyyliryhmän 
suurempi koko verrattuna asetyyliryhmään vaikutti mahdollisesti reaktion etenemiseen. 
Tämän jälkeen yritettiin samaa reaktiota vaihtamalla liuotin 1-butanoliksi ja nostamalla 
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lämpötila 85 °C:sta 110 °C:seen. Reaktio ei kuitenkaan edennyt loppuun. Yritettiin myös 5’-
debentsoylointia 1 ekv. NaOH-liuoksessa, jolloin muodostui hyvin nopeasti tymidiiniä. 
Tämän jälkeen siirryttiin 3’,5’-diasetyylitymidiinin 5’-suojauksen poiston optimointiin. 
Käytettäessä liuottimena metanolia, muodostui reaktioseokseen pääosin tymidiiniä, eli 
asetyylisuojaus irtosi myös 3’-asemasta. Reaktio tehtiin NMR-putkessa seuraten yrittäen 
optimoida lämpötilaa (70 °Cja 85 °C) ja jodiliuoksen vahvuutta (0,5 % ja 1 %). NMR-
seurannassa kävi ilmi, että jodiliuoksen vahvuudella ei ollut merkitystä ja lämpötilan 
laskeminen vain hidasti reaktiota, ei vaikuttanut 3’-asetyylitymidiinin ja tymidiinin 
saantosuhteeseen. Kun liuotin vaihdettiin isopropanoliin, päästiin hieman parempiin 
saantoihin. 3’-asetyylitymidiiniä menetettiin kuitenkin pesuissa vesifaasiin. 
MIP-suojaus saatiin kiinnittymään oikeaan kohtaan, mutta se ei ollut pysyvämpi kuin 





Tymidiini 1 (10,19 g) punnittiin kolviin ja lisättiin pyridiiniä (noin 400 ml). Pyridiinistä 
haihdutettiin noin puolet veden poistamiseksi. Seos siirrettiin jäähauteeseen ja sekaan 
lisättiin spaattelinkärjellinen 4-dimetyyliaminopyridiinia (DMAP). Seoksen annettiin 
jäähtyä jäähauteessanoin 20 minuuttia, jonka jälkeen lisättiin tipoittain 20 minuutin aikana 
bentsoyylikloridia (3 ekv., 14,65 ml). Seos siirrettiin huoneenlämpöön ja annettiin reagoida 
kaksi tuntia.  
Reaktion jälkeen seos jäähdytettiin jäähauteessa ja lisättiin metanolia (8 ml) reaktion 
pysäyttämiseksi. Seos haihdutettiin lähes kuiviin. Jäljelle jäänyt seos siirrettiin 
dikloorimetaanin (n. 350 ml) avulla erotussuppiloon. Orgaanista faasia pestiin kylläisellä 
natriumbikarbonaattiliuoksella (2x100 ml). Vesifaasille tehtiin takaisinuutto 
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dikloorimetaanilla (2x50 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin natriumsulfaatilla, suodatettiin ja 
haihdutettiin kuiviin. 
Tuote puhdistettiin uudelleenkiteyttämällä etyyliasetaatti-etanoliseoksesta. Seos suodatettiin 
kuumana, koska kaikkea ei saatu liukenemaan. Liukenematon sakka yhdistettiin kuiviin 
haihdutettuun uudelleenkiteytyssuodokseen ja tehtiin toinen uudelleenkiteytys. 
Kokonaissaanto oli noin 84 % teoreettisesta saannosta (15,97 g). 
1H-NMR (500 MHz; CDCl3): δ 8,465 (s, NH), 8,076-8,036 (m, 4H, Bz-o), 7,634-7,603 (m, 
2H, Bz-p), 7,500-4,463 (m, 4H, Bz-m), 7,263 (s, 1H, 6), 6,463 (m, 1H, 1’), 5,657 (m, 1H, 
4’), 4,817-4,784 (m, 1H, 5’), 4,699-4,667 (m, 1H, 5’’), 4,546-4,527 (m, 1H, 3’), 2,732-2,690 




Tymidiini 1 (20,08 g) punnittiin kolviin ja lisättiin pyridiiniä (400-500 ml). Pyridiinistä 
haihdutettiin noin puolet veden poistamiseksi. Etikkahappoanhydridi (4 ekv.) mitattiin 
joukkoon ja sekoitettiin huoneenlämmössä yön yli.  
Reaktion lopettamiseksi seokseen lisättiin noin 25 ml metanolia ja haihdutettiin suurin osa 
pyridiinistä pois. Seos laimennettiin etyyliasetaatilla (400 ml) ja pestiin kylläisellä 
natriumvetykarbonaattiliuoksella (2x200 ml). Vesifaasille tehtiin takaisinuutto 
etyyliasetaatilla (2x200 ml) ja yhdistetyt orgaaniset faasit pestiin kylläisellä 
natriumkloridiliuoksella (2x200 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin natriumsulfaatilla, 
suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Pyridiinin poistamiseksi haihdutettiin vielä useita 
kertoja tolueenia ja tolueenin poistamiseksi useita kertoja etyyliasetaattia. 
Tuote uudelleenkiteytettiin etyyliasetaatista käyttäen keraliuottimena heksaania.  
Kahden uudelleenkiteytyksen yhteissaanto oli noin 95 % teoreettisesta saannosta (25,77 g). 
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1H-NMR (500 MHz; CDCl3): δ  8,642 (s, NH), 7,273 (s, 1H, 6), 6,338-6,309 (dd, 
1H, 1’), 5,230-5,208 (dt, 1H, 3’), 4,397-4,321 (m, 2H, 5’), 4,257-4,237 (m, 1H, 4’), 2,494-
2,451 (m, 1H, 2’), 2,192-2,138 (m, 1H, 2’’), 2,130 (s, 3H, 5-Me), 2,116 (s, 3H, Ac), 1,944 




3’,5’-dibentsoyylitymidiini 3a (9,98 g, 1 ekv.), K2S2O8 (2 ekv.) ja kuparisulfaatti (CuSO4·5 
H2O, 0,33 ekv.) punnittiin kolviin ja lisättiin asetronitriili-vesiliuosta (1:1, 220 ml). Annettiin 
reagoida 65 °C:ssa neljä tuntia. Reaktiota seurattiin HPLC:lla. Seos suodatettiin kuumana, 
ja varmistettiin, että suodoksen pH oli vähän alle 7. 
Suurin osa asetonitriilistä haihdutettiin, jonka jälkeen tuote uutettiin dikloorimetaanilla 
(2x200 ml ja 1x150 ml). Orgaanista faasia pestiin 10 % sitruunahappoliuoksella (2x100 ml) 
ja kylläisellä natriumkloridiliuoksella (2x100 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin 
natriumsulfaatilla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. 
Raakatuote liuotettiin dikloorimetaaniin ja imeytettiin silikaan. Tuote puhdistettiin 
silikapylväällä gradienttieluutiona aloittaen 1:1 etyyliasetaatti-heksaaniliuoksella ja päätyen 
100 % etyyliasetaattiin. Tuotteen saanto oli 3,25 g (32 %). 
1H-NMR (500 MHz; CDCl3): δ 9,90 (s, 1H, CHO), 8,48 (s, 1H, 6), 8,07-8,02 (m, 5H, Bz), 
7,51-7,43 (m, 5H, Bz), 6,33 (s, 1H, 1’), 5,64 (d, 1H, 3’), 4,85-4,68 (m, 2H, 5’&5’’), 4,67-
4,64 (m, 1H, 4’), 2,91-2,85 (m, 1H, 2’), 2,40-2,33 (m, 1H, 2’’). 
13C-NMR (125 MHz; CDCl3): δ 185,45 (CHO), 166,26 (Bz CO), 161,27 (4 CO), 149,17 (2 
CO), 144,75 (6), 133,90 (Bz o), 130,00 (Bz m), 128,86 (Bz q), 111,75 (5), 87,10 (1’), 84,04 






3’,5’-dibentsoyyli-5-CHO-deoksiuridiinin 4a (4,25 g) sekaan lisättiin ammoniakkiboraani 
(1,2 ekv.) ja vesi (100 ml). Sekoitettiin huoneenlämmössä 4,5 tuntia. Koska reaktio ei 
edennyt, lisättiin vielä 0,8 ekv. ammoniakkiboraania. Seos jätettiin reagoimaan yön yli. Kun 
reaktion aloituksesta oli 25 tuntia, lisättiin vielä ammoniakkiboraania (1 ekv.) ja dioksaania 
(25 ml). Annettiin reagoida vielä tunti.  
Reaktio lopetettiin lisäämällä kaliumdivetyfosfaattia, kunnes seoksen pH oli noin 6,5. 
Uutettiin dikloorimetaanilla (3x200 ml). Orgaaninen faasi pestiin kylläisellä 
natriumkloridiliuksella (2x100 ml). Muodostui voimakas emulsio, jonka annettiin erottua 
viikonlopun yli. Orgaaninen faasi kuivattiin natriumsulfaatilla, suodatettiin ja haihdutettiin 
kuiviin. 
Raakatuote luiotettiin etyyliasetaattiin ja imeytettiin silikaan. Raakatuote puhdistettiin 
silikapylväällä käyttäen gradienttieluutiota aloittaen 1:1 etyyliasetaatti-heksaaniliuoksella ja 
päätyen 100 % etyyliasetaattiin. Tuote eluoitui epäpuhtaana seoksena, joten se puhdistettiin 
uudelleen käyttäen samaa eluenttisysteemiä.  
Saannoksi saatiin kahden puhdistuksen jälkeen noin 55 % teoreettisesta saannosta (1,81 g). 
1H-NMR (500 MHz; CDCl3): δ 8,505 (s, 1H, NH), 8,08-8,02 (m, 4H, Bz o), 7,62 (t, 2H, Bz 
p), 7,55 (s, 1H, 6), 7,49 (t, 4H, Bz m), 6,442 (dd, 1H, 1’), 5,638 (d, 1H, 3’), 4,78-4,70 (m, 
2H, 5’/5’’), 4,578-4,546 (m, 1H, 4’), 4,223-4,103 (m, 2H, 5-CH2), 2,775-2,735 (m, 1H, 2’), 
2,450 (t, 1H, hm O-H), 2,387-2,328 (m, 1H, 2’’). 
13C-NMR (125 MHz; CDCl3): δ 166,30 (OCO), 162,99 (4), 149,99 (2), 136,09 (6), 134,01 
(Bz p), 130,05&129,78 (Bz q), 129,48&129,19 (Bz o), 129,04&128,86 (Bz m), 114,78 (5), 







3’,5’-diasetyylitymidiinin 2b (10,03 g) annettiin reagoida 1 % jodi-isopropanoliliuoksen 
kanssa 85°C:ssa 26 tuntia. Reaktion jälkeen lisättiin natriumtiosulfaattiliuosta, kunnes jodin 
ruskea väri hävisi. Seos haihdutettiin kuiviin, jonka jälkeen asetyylitymidiini liuotettiin 
metanoliin (300 ml), suodatettiin metanolilla huuhtoen ja suodos haihdutettiin kuiviin. 
Raakatuote imeytettiin silikaan ja puhdistettiin silikapylväällä käyttäen gradienttieluutiota 
eluenttina 1,5 % -10 % metanoli-dikloorimetaaniliuos.  
Puhtaan tuotteen saanto oli noin 30 % teoreettisesta saannosta (2,63 g). 
1H-NMR (500 MHz; CDCl3): δ 8,794 (s, 1H, NH), 7,498 (s, 1H, 6), 6,251 (dd, 1H, 1’), 
5,357-5,335 (m, 1H, 3’), 4,096-4,081 (m, 1H, 5’-OH), 3,962-3,876 (m, 2H, 5’/5’’), 2,576 (s, 




3’,5’-dibentsoyyli-5-hydroksimetyylideoksiuridiini 4a (2,86 g) liuotettiin dikloorimetaaniin 
(50 ml). Seokseen lisättiin imidatsolia (2 ekv.) ja tertbutyylidimetyylisilyylikloridia 
(TBDMSCl, 2,5 ekv.). Sekoitettiin huoneenlämmössä viikonlopun yli. 
Orgaaninen faasi pestiin kylläisellä natriumbikarbonaattiliuoksella (2x75 ml) ja kylläisellä 
natriumkloridiliuoksella (2x75 ml). Vesifaaseille tehtiin takaisinuutto dikloorimetaanilla 
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(2x50 ml). Orgaaninen faasi kuivattiin natriumsulfaatilla, suodatettiin ja haihdutettiin 
kuiviin. 
Tuote puhdistettiin silikapylväällä käyttäen gradienttieluutiota aloittaen 1:1 etyyliasetaatti-
heksaaniliuoksella ja päätyen 60 % etyyliasetaatti-heksaaniliuokseen. Saanto oli 71,7 % 
teoreettisesta saannosta (2,68 g). 
1H-NMR (500 MHz; CDCl3): δ 8,146 (NH), 8,067-8,011 (m, 5H, Bz), 7,599-7,560 (m, 3H, 
Bz&6), 7,492-7,413 (m,5H, Bz), 6,396-6,368 (1H, 1’), 5,588 (d, 1H, 3’), 4,746-4,709 (m, 
1H, 5’), 4,600-4,568 (m, 1H, 5’’), 4,577 (1H, 4’), 4,444-4,341 (m, 2H, 5-hm), 2,782-2,739 
(m, 1H, 2’), 2,391-2,362 (m, 1H, 2’’), 0,864 (s, 9H, TBS 3xMe), 0,018 (s, 3H, TBS Si-Me), 
-0,001 (s, 3H, TBS Si-Me). 
13C-NMR (125 MHz; CDCl3): δ 166,185-166,085 (CO Bz), 161,890 (CO 4), 150,069 (CO 
2), 135,150 (6), 133,908-133,694 (Bz o), 130,037-129,890 (Bz), 128,807-128,784 (Bz), 
115,247 (TBS q), 86,097 (1’), 82,861 (4’), 77,492-76,984 (Bz q), 75,207 (3’), 64,687 (5’), 





3’,5’-dibentsoyyli-5-tertbutyylisilyylideoksiuridiini 5a (2,67 g) liuotettiin metanoliin (100 
ml) ja sekaan lisättiin väkevää ammoniakkiliuosta (noin 10 ml). Seoksen annettiin reagoida 
huoneenlämmössä 3,5 tuntia, jonka jälkeen seos haihdutettiin kuiviin.  
Raakatuote puhdistettiin silikapylväällä käyttäen gradienttieluutiota aloittaen 5 % metanoli-
dikloorimetaaniliuoksella ja päätyen 6 % metanoli-dikloorimetaaniliuokseen. Tuotteet 




1H-NMR (500 MHz; DMSO): δ 11,340 (s, 1H, NH), 7,678 (s, 1H, 6), 6,180-6,153 (m, 1H, 
1’), 5,234 (d, 1H, 3‘-OH), 4,915 (t, 1H, 5’-O-H), 4,316 (s, 2H, 5-CH2), 4,218-4,187 (m, 1H, 
3’), 3,778-3,744 (m, 1H, 4’), 3,519-3,491 (m, 2H, 5’/5’’), 2,117-2,073 (m, 1H, 2’), 2,036-




3’-asetyylitymidiinin 8 (4,6 g) sekaan lisättiin dimetoksipropaania (100 ml) ja 
spaattelinkärjellinen TsOH:a. Seosta sekoitettiin huoneenlämmössä yön yli ja seurattiin 
TLC:lla. 21,5 tuntia reaktion aloituksesta lisättiin metoksipropeenia (10 ekv.), jolloin seos 
liukeni ja lämpeni vähän. Annettiin reagoida vielä kaksi tuntia, jonka jälkeen reaktio 
lopetettiin siirtämällä seos erotussuppiloon, jossa oli kylläistä natriumbikarbonaattiliuosta 
(noin 100 ml). Kolvin sisältö huuhdeltiin suppiloon etyyliasetaatilla (50 ml). Orgaaninen 
faasi pestiin natriumbikarbonaatilla (50 ml) ja vesifaasille tehtiin takaisinuutto 
etyyliasetaatilla (2x 30 ml). 
Raakatuote puhdistettiin silikapylväällä käyttäen gradienttieluutiota aloittaen 1 % metanoli-
dikloorimetaaniliuoksella ja päätyen 4 % metanoli-dikloorimetaaniliuokseen. 
Saantoprosentti oli 95,5 % teoreettisesta saannosta (5,51 g), mutta NMR:n mukaan mukana 
oli noin 40 % lähtöainetta (tuote hajosi liuotettaessa NMR-näytettä?). 
1H-NMR (500 MHz; CDCl3): δ 9,57 (s, 1H, NH), 7,62 (s, 1H, 6), 6,41-6,38 (m, 1H, 1’), 
5,30-5,28 (m, 1H, 3’), 4,20 (m, 1H, 4’), 3,70 (m, 2H, 5’&5’’), 2,43-2,36 (m, 1H, 2’), 2,17 
(m, 1H, 2’’), 2,08 (s, 3H, Ac), 1,93 (s, 3H, 5-Me), 1,41 (d, 6H, MIP 2xMe). 
13C-NMR (125 MHz; CDCl3): δ 170,79 (CO Ac), 164,16 (CO 4), 150,90 (CO 2), 135,46 
(6), 111,42 (5), 100,69 (MIP q), 84,86 (1’), 84,10 (4’), 75,64 (3’), 61,37 (5’), 49,08 (MIP 
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